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(57) Abstract 

The invention concerns liposomes which contain proteins, preferably interferons, encapsulated in them as active substances, the 
liposomes consisting of phosphatidyl choline, cholesterol, phosphatidyl glycerol and a-tocopherol in the ratio 8-4 to 5-3 to 1.5-0.5 to 
0.01-0. The invention also concerns methods of preparing such liposomes and pharmaceutical and cosmetic preparations containing them. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Liposomen, welche Proteine, vorzugsweise Interferone, darin verkapselt als Wirkkomponenten enthalten, wobei 
die Liposomen aus Phosphatidylcholin, Cholesterol, Phosphatidylglycerol und a -Tocopherol in einem Mengenverhaltnis von 8-4 zu 5-3 zu 
1,5-0,5 zu 0,01-0 bestehen, sowie Verfahren zur Herstellung solcher Liposomen und diese enthaltende pharmazeutische und kosmetische 
Zubereitungen. 
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Li posomen enthaltend darin verkapselte Proteine. Verfahren zu ihrer Herstellung sowie 
diese Lipo somen enthaltende pharmazeutische und kosmetische Zubereitungen 

Die Erfindung betrifft Liposomen, die Proteine, vorzugsweise Interferone, darin 
verkapselt als Wirkkomponenten enthalten, wobei diese Proteine mit einer hohen Ein- 
schluBrate verkapselt werden, Verfahren zu deren Herstellung sowie diese Liposomen 
enthaltende pharmazeutische und kosmetische Zubereitungen. 

Verschiedene Peptidhormone oder Proteine sind in letzter Zeit als therapeutisch 
wirksame Mittel bei der Bekampfung von Krankheiten wie Diabetes, Hormon- oder 
-Wachstumsstorungen, Schilddrusenerkrankungen aber auch-viralen-und/oder-bakteriellen-- 
Infekten und Krebs eingesetzt worden. Solche Peptide sind beispielsweise Oxytocin, 
Vasopressin, FSH, TSH, LH, Tumor Nekrosis Faktoren, Growth Faktoren, Plattchen 
aktivierende Faktoren, Insulin, Calcitonin, Cyclosporin A, Interleukine und Interferone. 
_In_den_meisten_FaUenjwerden_diese_ft 

ziert. Ein weitreichendes Problem stellt dabei die Instabilitat der Proteine sowohl in 
dieser Losung als auch nach der Injektion in der Blutbahn dar. 

In der Blutbahn werden die genannten Proteine schnell von endogenen Proteasen abge- 
baut und verlieren so ihre spezifische Wirkung. Andererseits stellen sie aufgrund ihrer 
Proteinnatur Antigene dar, die eine Immunantwort mit den entsprechenden Folgen bzw. 
Nebenwirkungen hervorrufen konnen. Trotz dieser Probleme und Nachteile ist man we- 
gen der sehr spezifischen Wirkung der Peptidhormone und Proteine auf einzelne ZeU- 
gruppen oder Zellen auf ihren Einsatz bei der Therapie bei den genannten Krankheiten 
angewiesen. Im folgenden soil dies anhand des Beispiels der Interferone naher erlautert 
werden. 

Interferone sind Proteine oder Glykoproteine, die auf auBere Reize hin von bestimmten 
Zellen (Leucozyten oder Fibroblasten) gebildet werden. Sie haben ein Molekulargewicht 
von ungefihr 20 kD, entsprechend 140 bis 160 Aminosauren. Interferone zeichnen sich 
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erstens durch eine antivirale Aktivitat aus. Eine solche echte Bekampfung von Viren ist 
aber mit herkSmmlichen Antibiotika nicht moglich. 

4 

Interferone induzieren, vennittelt uber Zelloberflachenrezeptoren, die Synthese von so- 
genannten "antiviralen Proteinen". Diese Proteine wiederum verhindern uber ver- 
schiedene Mecbanismen, z.B. Transkriptionsbemmung oder Oligo A-Synthese und die 
dadurch bewirkte Stimulation der zellularen RNAse-Aktivitat, die Reproduktion des 
Virus. Diese Wirkung ist artspezifisch. Daruber hinaus sind diese Interferone durch ihre 

w^hMimsbe~mmende~W^ 

Leukamie, von Bedeutung. Durch Aktivierung von Makrophagen, T-Zellen und Killer- 
zellen wird die Immunantwort stimuliert. Aufierdem wird die Ausschiittung des Tumor- 
Nekrosis-Factors-a stimuliert, wodurch sich weitere pharmazeutisch interessante An- 
wendungsmoglichkeiten abzeichnen. Interferone steigern daneben die Antigenprasenta- 
tion der T-Zellen und aktivieren Makrophagen (antibakterielle Wirkung). 

Bekannte Indikationen fur die Gabe von Interferonen sind beispielsweise akute 
Viruserkrankungen wie Herpes zoster oder die Virusenzephalitis, chronische Virus- 
erkrankungen wie die chronisch-aktive Hepatitis B, Kondylome, Warzen oder Zervix- 
neoplasien, sowie Hamoblastosen wie die Haar-Zell-Leukamie, essentielle Thrombozyt- 
hamie, chronisch lymphatische oder myeloische Leukamie, kutane T-Zell-Lymphome 
oder Plasmozytome. Daruber hinaus konnen Interferone bei der Therapie von anderen 
Karzinomen wie Karzinoid, Nasopharynxkarzinom, malignem Melanom oder Nieren- 
zellkarzinom, verschiedensten endzundlichen Erkrankungen wie rheumatische Er- 
krankimgen (chronische Polyarthritis), Verbrennungen, Erfrierungen, die atopische 
Dermatitis, Psoriasis, Sklerodermie aber auch zur Therapie der Multiplen Sklerose 
eingesetzt (vgl. Med.Mo.Pharm. 6, 1991, S. 164-73). 

Wie oben allgemein beschrieben, wurden die Proteine, d.h. auch die Interferone, als 
solche in pharmazeutischen Zubereitungen eingesetzt. Dabei wurden spezielle Anstren- 
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gungen unternommen, um diese zunachst in der zu injizierenden Losung zu stabilisie- 
ren. Beispielsweise sind Interferon-stabilisierende Zubereitungen aus der DE-A-36 42 
223 bekannt. 

Zusatzlich wurde versucht, die Proteine nach der Injektion im Korper vor einem vor- 
zeitigen Abbau durch korpereigene Proteasen zu schutzen. Dazu werden die Proteine 
zum Beispiel in Liposomen verkapselt und so durch die zwischen dem Protein und der 
Protease liegende Lipidmembran(en) vor dem Abbau geschiitzt. Zu diesem Zweck wur- 
den sowohi -monolamellare als-aueh-multilaineUareA^esikel4Liposomen)-eingesem.3e-- 
stimmende Faktoren der Geschwindigkeit, mit der das verkapselte Protein freigesetzt 
wird, sind, ohne sie vollstandig anzugeben, die GroBe des Vesikels, die Anzahl der 
Lamellen oder die Art der Komponenten, aus denen der Vesikel besteht, so US-A-5 
023 087. 

Liposomen, in denen ein pharmazeutischer Wirkstoff verkapselt ist, konnen aus einer 
oder mehreren Lipidkomponenten bestehen. So beschreibt US-A-5 023 087 den Ein- 
schluB von Proteinen in Liposomen aus Phosphatidylcholin (PC) und/oder Phosphatidyl- 
glycerol (PG)/Tocopherol, wahrend die Verkapselung von Interferon in Liposomen aus 
Phosphatidylcholin und Phosphatidylserin (PS), meist in einem Mengenverhaltnis von 
7:3, in J.Interferon Res. 10(2), S.153-160, 1990 (B-EFN); J.Nat.Cancer Inst. 18(18), 
S. 1387-92, 1989 fr-IFN) oder J.Biol.Response Modif. 9(4), S.955-60, 1990 (a-IFN) 
sowie in EP«A 89 810 133 beschrieben ist. 

Andere Lipidzusammensetzungen wie Phosphatidylglycerol/Cholesterol (Ch) (2:1) zum 
EinschluB von r IFN (Infect.Immun. 57(1), S. 132-37, 1989 oder J. Infect. Dis. 159(4), 
S. 616-20, 1989, Molverhaltnis 9:1) und PC/Ch/Sulfatide (Molverhaltnis 5:4:1) zum 
EinschluB von Interferonen (JP 6 228 393 4) sowie PC/PG/Ch und wenig Tocopherol 
(Molverhaltnis ca. 12:8:1 in WO-A-91 16 882 oder ca. 10:8:1 in WO-A-87 04592) zur 
Verkapselung von nicht-Protein Pharmaka bzw. Proteinen werden ebenso verwendet. 
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Ein kritiscber Faktor bei der Verwendung und Synthese von Liposomen ist die Ein- 
schluBrate der betreffenden Substanz in die Liposomen. Generell gilt, daB das Protein, 
um tatsachlich geschutzt zu werden, komplett verkapselt sein muB und nicht lediglich 
mit der Vesikelmembran assoziiert oder in diese insertiert sein darf. Da viele Proteine 
neben hydrophilen auch hydrophobe Bereiche besitzen, ist ein solcher vollstandiger 
EinschluB nicht selbstverstandlich. Liegt die EinschluBrate sehr niedrig, so ist die Kon- 
zentration des eingeschlossenen Wirkstoffes sehr gering. WO-A-90 11780 beschreibt 
T^ipleTswelsFbei^inem^ 

6,9 %. Maximale EinschluBraten fur Proteine in multilamellar Vesikel werden in WO- 
A-87 04592 mit 10 bis 20 % bescbrieben. Fur nicht-Protein Pharmaka (Albuterolsulfat) 
werden dagegen mit Liposomen aus PC und PG im Verhaltnis von 11:1 EinschluBraten 
von uber 50 % angegeben. Solche hohen EinschluBraten sind fur Proteine bislang nicht 
erreicht worden. Dementsprechend mussen groBe Mengen an Protein zur Synthese der 
Vesikel eingesetzt werden. Daruber hinaus mussen daher groBe Mengen an Substanz bei 
der Verabreichung von phannazeutischen Zubereitungen, welche die Proteine verkapselt 
enthalten, appliziert werden. Dieses ist jedoch bei einem teuren oder schwer erhaltli- 
chen Wirkstoffen wie Peptidhormonen nicht erwunscht. 

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erflndung Liposomen, die Proteine mit einer 
hohen EinschluBrate verkapselt enthalten, ein Verfahren zu ihrer HersteUung sowie 
diese Liposomen enthaltende pharmazeutische und kosmetische Zubereitungen zur Ver- 
fugung zu steUen. Trotz der verbesserten EinschluBraten sollen die bekannten Vorteile 
der Verkapselung wie defmierte Freisetzungsraten etc. nicht vermindert werden. 

Uberraschender Weise wurde gefunden, daB EinschluBraten von Proteinen in Liposo- 
men durch den erfindungsgemaBen Einsatz von Phosphatidylglycerol in definiertem 
Mengenverhaltnis mit Phosphatidylcholin und Cholesterol stark erhoht werden. Durch 
das erfindungsgemaBe Verfahren zur HersteUung von Liposomen konnen EinschluBraten 
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in die Liposomen von fiber 35 % gegenfiber den bisher erzielbaren Raten, siehe oben, 
von unter 20 % erreicht werden. 

Diese Steigerung der EinschluBraten ermoglicht es nun geringere Mengen an Protein 
zur Syntbese einzusetzen und somit kostengiinstiger zu produzieren. Dariiber hinaus 
konnen, da mehr Wirkeinheiten pro Vesikel moglich sind, h5here Dosen des Therapeu- 
tikums appliziert oder das applizierte Volumen verringert werden. 

Mit~Hilfe~ des erfindungsgemaBen-Verf ahrens-werden-tiposomen~und~darauspbanna- 
zeutische und kosmetische Zubereitungen erhalten, die alle bekannten Vorteile von in 
Liposomen verkapselten Proteinen aufweisen. So wird das betreffende Protein definiert 
aus den Vesikeln freigesetzt und ist aufgrund der Verkapselung gegenuber proteolyti- 
schem Abbau geschfitzt. Da die EinschhiBrate jedoch hoher ist, ist dieser Schutz aus- 
gepragter als bei nach dem Stand der Technik erhaltenen Liposomen. Die diese Lipo- 
somen enthaltenden Zubereitungen sind dementsprechend stabiler. AuBerdem verringern 
die erfindungsgemaBen Zubereitungen die Gefahr von immunologischen Nebenreaktio- 
nen, welche auf der antigenen Wirkung der Proteine beruhen, denn diese sind eben 
aufgrund der Verkapselung fur die Antikorper in bohem MaBe unzuganglich. 

Die Erfindimg betrifft demzufolge mit hoher EinschluBrate in Liposomen verkapselte 
Proteine sowie ein Verfahren zu deren Herstellung und pharmazeutdsche und kosmeti- 
sche Zubereitungen, die solche Liposomen enthalten. 

Die proteinhaltigen Liposomen werden aus Lipid, Cholesterol, einem Phosphatidyl- 
glycerol (PG) oder dessen Derivaten und gegebenenfalls Tocopherolen oder vergleich- 
baren Stabilisatoren wie Butylhydroxyanisol (BHA) oder Butylhydroxytoluol (BHT) in 
definiertem Mengenverhaltnis fiber das unten beschriebene Verfahren gebDdet. 
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In den erfindungsgemaBen Liposomen betragt das molekulare Verhaltnis von Lipid zu 
Cholesterol zu PG zu Tocopherol zwischen 8-4 zu 5-3 zu 1,5-0,5 zu 0,01-0, vorzugs- 
weise 6:4:1: 0,01. Das Gewichtsverhaltnis betragt dementsprechend 8-4 zu 2,5-1,5 
zu 1,5-0,5 zu 0,01-0, vorzugsweise 6:2:1: 0,01. 

Grundsatzlich konnen alle Proteine fur verschiedene Zwecke in die Liposomen einge- 
schlossen werden. Vorzugsweise handelt es sich dabei aber um pharmazeutisch wirksa- 
me'Substanzen wie zum Beispiel Oxytocin, Vasopressin, FSH, TSH, LH, Tumor Ne- 

krais~FamoiW~Growm-Faktoren— Plattchen-aktivierende-Faktoren^Streptokinase, 

Urokinase, Insulin, Calcitonin, Cyclosporin A, Interleukine und Interferone. Bevorzugt 
werden Interferone, am meisten bevorzugt wird a-Interferon. Geeignete or-Interferone 
sind alle bekannten Subtypen des a-Interferons und deren Gemische sowie dessen 
Derivate, einschUeBlich aller Subtypen. 

Geeignete Derivate des Phosphatidylglycerol, die in der HersteUung der erfindungs- 
gemafien Liposomen verwendet werden, sind dessen Mono- und Diester mit gesattigten 
und ungesattigten C l2 . J4 -Fettsauren. Vorzugsweise werden Palmitin-, Stearin-, Olein und 
Myristinsaurediester eingesetzt. 

Unter "Lipid" sind in diesem Zusammenhang Phosphatidylcholine, d.h. PC und dessen 
Fettsaureester mit den fur das PG genannten Fettsauren, zu verstehen, beispielsweise 
das kommerziell erhaltliche Lipoid E 100 (Warenzeichen) und die Epicurone wie 
Epicuron 200 (Warenzeichen). 

AuBerdem wird ein Verfahren zur HersteUung von Liposomen mit einer hohen Ein- 
schluBrate fur Proteine sowie zur HersteUung von pharmazeutischen und kosmetischen 
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Zubereitungen, die diese Liposomen enthalten, zur Verfugung gestellt, welches die 
folgenden Schritte umfaBt: 

a) Losen der Liposomenanteile in einem geeigneten Losungsmittel, Abziehen des 
Losungsmittels in einem Rotationsverdampfer und Trocknen des entstandenen Lipid- 
films, 

b) Zugabe des einzuschlieBenden Proteins in einer pharmazeutisch geeigneteten Losung, 
Ablosen der Liposomen z.B. mittels Glaskugeln und anschlieBender Membranextrusion 
und 

C ) Uberfuhren der in Schritt (b) erhaltenen Liposomen in eine pharmazeutisch oder 
kosmetisch geeignete Form beispielsweise ein Gel, eine Creme, eine Lotion, eine 
Losung oder ein Spray mittels bekannter Verfahren und unter Verwendung geeigneter 
Trager- und Hilfsstoffe. 

Nach Verfahrensschritt (b) werden oligolamellare Liposomen mit einem Durchmesser 
von etwa 200 nm erhalten. Eine solche Liposomengrofie ermoglicht eine definierte und 
kontrollierte Freisetzung der verkapselten Proteine, die nach dem erfindungsgemaBen 
Verfahren mit einer EinschluBrate von uber 35 % verkapselt werden. Die nach dem 
Verfahren hergestellten Zubereitungen konnen somit hohere Dosen an Wirkstoff pro 
Vesikel enthalten und erlauben daher eine hohere Dosienmg in der Anwendung oder die 
Applikation geringerer Mengen. 

Dariiber hinaus stabilisieren die erfindungsgemaBen Liposomen die darin verkapselten 
Proteine. Ore biologische Aktivitat bleibt im Vergleich mit in Liposomen des Standes 
der Technik eingeschlossenen Proteinen uber einen langeren Zeitraum nahezu unver- 
andert. Daher weisen die pharmazeutischen und kosmetischen Zubereitungen, die die 
erfindungsgemaBen Liposomen enthalten, eine deutlich verbesserte Lagerfahigkeit auf. 

Geeignete Losungsmittel zur Anwendung in dem erfindungsgemaBen Verfahren zum 
Losen der Lipidkomponenten sind aUe inerten organischen Losungsmittel mit hohem 
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Dampfdruck bei Raumtemperatur wie Chloroform, Methylenchlorid, Aceton, Methyl- 
ethylketon, Hexan, Cyclohexan und dergleichen. Die genannte, pharmazeutisch geeig- 
nete Losung ist eine gepufferte, isotonische Losung. BeVorzugt ist eine Natriumphos- 
phat-gepufferte, mit NaCl isotonisierte, Serumalbumin enthaltende Losung. 

In jeder genannten Zubereitung konnen die Liposomen neben dem verkapselten Protein 
weitere pharmazeutisch oder kosmetisch wirksame Substanzen eingeschlossen enthalten. 



Zum Ertwit eines Gels werde^bek^te-Gelbfl^^ 

ohne die Einwirkung hoher Scherkrafte, die zu einem weitgehenden Verlust der Pro- 
teinaktivitat fuhren wurden, Gele mit den Liposomen zu bilden. Solche Gelbildner 
stammen aus der Reihe der halbsynthetischen Cellulosederivate sowie der Alginate. 
Bevorzugt sind NatriumcarboxymethylceUulose, HydroxyethylceUulose, Hydroxypropyl- 
cellulose, Hydroxypropylmethylcellulose sowie Natriumalginat. Cremes und Lotionen 
konnen entsprechend uber bekannte Verfahren formuliert werden. Diese pharmazeuti- 
schen und kosmetischen Zubereitungen konnen daruber hinaus alle bekannten Stabilisa- 
toren, Antioxidanuen, Pigmente, Geruchsstoffe und andere Hilfsstoffe enthalten, unter 
der Mafigabe, daB sie die Stabilitat der Liposomen und der sie bildenden Komponenten 
nicht beeintrachtigen. 

ErfindungsgemaBe Zubereitungen in Form von Losungen, die die oben erhaltenen Lipo- 
somen enthalten, werden gemaB dem beschriebenen Verfahren hergestellt, indem die 
Lipsosomen mit pharmazeutisch geeigneten, isotonisierenden Losungen auf die gewun- 
schte Konzentration gebracht werden. Pharmazeutisch und kosmetisch geeignete Losun- 
gen sind mit einem vertraglicben Puffer, wie Natriumphosphat oder Citrat, der auch die 
Stabilitat des Proteins nicht beeintrachtigt, eingestellt und konnen mit Hilfe von NaCl, 
Polyolen, Zuckern oder Zuckeralkoholen isotonisiert sein. Diesen Losungen konnen alle 
bekannten und ublichen Stabilisatoren, Antioxidantien, Pigmente, Additive, Proteine 
wie Serumalbumin, Zucker, Polyole und Zuckeralkohole zugesetzt werden unter der 
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Voraussetzung, daB diese Zusatze die Stabilitat der Liposomenkomponenten nicht beein- 
trachtigen. 

* 

Die erfindungsgemafl erhaltenen Zubereitungen konnen auf verschiedene Arten appli- 
ziert werden. In Form von Losungen konnen sie auf verschiedenste Weise (i.v., i.p., 
i.e., s.c.) injiziert werden, so konnen sie z.B. bei der intratumoralen Injektion direkt 
in den Tumor eingespritzt werden. Dafur wird eine sterile Zubereitung benotigt, die 
durch aseptische Herstellung der Liposomen mit einer Sterilfiltration als Endstufe nach 
der Herstellung der Losung erfolge n kann. Da die oli g olamellaren Lipo somen durch 
Extrusion durch Membranen vom Durchmesser 200 nm hergestellt werden konnen, ist 
die Sterilfiltration in der Endstufe dann ein zusatzlicher Schritt zur Qualitats- 
absicherung. 

Eine weitere mogliche Applikationsform fur Losungen sind Sprays, zur Verabreichung 
der in den Liposomen enthaltenen Wirkkomponente uber die Haut oder Schleimhaute. 

AuBerdem konnen die pharmazeutiscben und kosmetischen Zubereitungen epicutan ap- 
pliziert werden. Dazu muB die Liposomensuspension in eine Gel-, Creme- oder Loti- 
onsform, wie oben beschrieben, uberfuhrt werden. Diesen streichfahigen Zubereitungen 
konnen natiirlich alle oben erwahnten Zusatzstoffe zugesetzt werden. 

Folgende Beispiele sollen die Erfindung erlautern, ohne sie jedoch zu beschranken. 
Bei spiel 1 

Human-or-Interferon enthaltende Liposomen werden auf folgende Weise hergestellt: 
0.335 g Lipoid E 100, 0,11 g Cholesterol, 0,055 g PG und 0.5 mg a-Tocopherol 
werden in 50 ml Chloroform gelost. 20 ml dieser Losung werden in einem 100 ml 
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Rundkolben bei Raumtemperatur - am Rotavapor eingedampft und 1 Std. bei einem 
Dmck von 0,7-2,0 kPa nachgetrocknet. Es resultiert ein Lipidfilm an der Wand des 
Rundkolbens. 

240 fil Human-a-Interferon (6000000 I.E./ml) werden mit 2160 /xl eines Inkubations- 
puffers (1,5 g Semmalbumin, 0,3 g NaH 3 P0 4 , 1,2 g Na 2 HP0 4 und 8,0 g NaCl pro 1 
Wasser; entsprechend einer 1:10 Verdunnung) verdunnt. 2 ml dieser Losung werden 
in den Rundkolben mit dem Lipidfilm gegeben und dieser Film mit Hilfe von 0,6 g 
— Glask^nT^bgeZOgenT- Es-bfldet-sich-eine-Interferon-haltige-Lipidsuspension-mit 
multilamellaren Vesikeln, die in Portionen von 0,5 ml durch eine Polycarbonatmembran 
mit einer Porenweite von 200 nm mit Hilfe eines Miniextruders extrudiert wird. Man 
erhalt eine Interferon-haltige oligolamellare Liposomensuspension. 

Die direkte Analyse der Suspension mit dem ELISA-Test ergibt als Summe des freien 
und des auBen an die Liposomen gebundene a-Interferon-Anteils einen Wert von 
391000 I.E./ml, der verkapselte Anteil betragt 209000 I.E./ml entsprechend 35 %. 

Bgi^piel 2 

Human-a-Interferon enthaltende Liposomen werden auf folgende Weise hergestellt: 
0.338 g Lipoid E 100, 0,112 g Cholesterol, 0,05 g Dimyristoylphosphatidylglycerol 
und 0.5 mg or-Tocopherol werden in 50 ml Chloroform gelost. 20 ml dieser Losung 
werden in einem 100 ml Rundkolben bei Raumtemperatur am Rotavapor eingedampft 
und eine Std. bei einem Druck von 0,7-2,0 kPa nachgetrocknet. Es resultiert ein 
Lipidfilm an der Wand des Rundkolbens. 

240 fi\ Human-a-Interferon (6000000 I.E./ml) werden mit 2160 id eines Inkubations- 
puffers (1,5 g Serumalbumin, 0,3 g NaH 2 PQ 4 , 1,2 g Na 2 HPQ 4 und 8,0 g NaCl pro 1 
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Wasser; entsprechend einer 1:10 Verdunnung) verdunnt. 2 ml dieser Losung werden 
in den Rundkolben mit dem Lipidfilm gegeben und dieser Film mit Hilfe von 0,6 g 
Glaskugeln abgezogen. Es bildet sich eine Interferon-haltige Lipidsuspension mit 
multilamellaren Vesikeln, die in Portionen von 0,5 ml durch eine Polycarbonatmembran 
mit einer Porenweite von 200 nm mit Hilfe eines Miniextruders extrudiert wird. Man 
erhalt eine Interferon-haltige oligolamellare Liposomensuspension. 

Die'direkte Analyse der Suspension mit dem ELISA-Test ergibt als Summe des freien 
~iind-des-auBen~an-die-Liposomen~gebxmdene_a=InterferonrAnteils_einen^^ 
313000 I.E./ml, der verkapselte Anteil betragt 287000 I.E./ml entsprechend 48 %. 

Beispiel 3 r VergleichsheispieH 

Human-a-Interferon enthaltende Liposomen werden auf folgende Weise hergestellt: 
0.376 g Lipoid E 100, 0,124 g Cholesterol und 0.5 mg a-Tocopherol werden in 50 ml 
Chloroform gelost. 20 ml dieser Losung werden in einem 100 ml Rundkolben bei 
Raumtemperatur am Rotavapor eingedampft und eine Std. bei einem Druck von 0,7-2,0 
kPa nachgetrocknet. Es resultiert ein Lipidfilm an der Wand des Rundkolbens. 

240 ^1 Human-a-Interferon (6000000 I.E./ml) werden mit 2160 y\ eines Inkubations- 
puffers (1,5 g Serumalbumin, 0,3 g NaH 2 P0 4 , 1,2 g Na 2 HP0 4 und 8,0 g NaCl pro 1 
Wasser; entsprechend einer 1:10 Verdunnung) verdunnt. 2 ml dieser Losung werden 
in den Rundkolben mit dem Lipidfilm gegeben und dieser Film mit Hilfe von 0,6 g 
Glaskugeln abgezogen. Es bildet sich eine Interferon-haltige Lipidsuspension mit 
multilamellaren Vesikeln, die in Portionen von 0,5 ml durch eine Polycarbonatmembran 
mit einer Porenweite von 200 nm mit Hilfe eines Miniextruders extrudiert wird. Man 
erhalt eine Interferon-haltige oligolamellare Liposomensuspension. 
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Die direkte Analyse der Suspension mit dem ELISA-Test ergibt als Summe des freien 
und des auBen an die Liposomen gebundene a-Interferon-Anteils einen Wert von 
554000 I.E./ml, der verkapselte Anteil betragt 46000 I.B./ml entsprechend 8 %. 



TabeUe 1 



Bsp. 

1 

2 



(Vergleich) 



Mengen- 

verhaltnis 

PC/Ch/PG 

6:4:1 



6:4:1 
6:p0 



geb.IFN 
a.E./ml) 



391000 
313000 
554000 



verkapseltes EFN EinschluB- 
(I.E./ml) rate (%) 



209000 35 
287000 48 
46000 8 



In Tabelle 1 sind die EinschluBraten der Beispiele 1 und 2 sowie des Vergleicbbeispiels 
3 nocheinmal dargestellt. Es ist deutlich zu sehen, daB die Verwendung des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens, welches auf eihem definierten Mengenverbaltnis der die Lipo- 
somen konstituierenden Lipidkomponenten beruht, zu einer signifikanten Erhohung der 
EinschluBraten fuhrt. 

PeiFpiel 4 

Human-a-Interferon enthaltende Liposomen werden auf folgende Weise hergestellt: 
0.336 g Lipoid E 100, 0,111 g Cholesterol, 0,054 g Dipalmitoylphospnatidylglycerol 
und 0.5 mg or-Tocopherol werden in 50 ml Chloroform gelost. 20 ml dieser Losung 
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werden in einem 100 ml Rundkolben bei Raumtemperatur am Rotavapor eingedampft 
und eine Std. bei einem Druck von 0,7-2,0 kPa nachgetrocknet. Es resultiert ein 
Lipidfilm an der Wand des Rundkolbens. 

240 pi Human-a-Interferon (6000000 I.E./ml) werden mil 2160 pi eines Inkubations- 
puffers (1,5 g Serumalbumin, 0,3 g NaH 2 P0 4 , 1,2 g Na 2 HP0 4 und 8,0 g NaCl pro 1 
Wasser; entsprechend einer 1:10 Verdunnung) verdunnt. 2 ml dieser Losung werden in 
den Rundkolben mit dem Lipidfilm gegeben und dieser Film mit Hilfe von 0,6 g 

_Glaskugeln_abgezogen._Es„hildet„sich_js^ 

multilamellaren Vesikeln, die in Portionen von 0,5 ml durch eine Polycarbonatmembran 
mit einer Porenweite von 200 nm mit Hilfe eines Mini extruders extrudiert wird. Man 
erhalt eine Interferon-haltige oligolamellare Liposomensuspension. 

Peispiel 5 

Human-a-Interferon enthaltende Liposomen werden auf folgende Weise hergestellt: 
0.333 g Lipoid E 100, 0,11 g Cholesterol, 0,057 g Distearoylphophatidylglycerol und 
0.5 mg a-Tocopherol werden in 50 ml Chloroform gelost. 20 ml dieser Losung werden 
in einem 100 ml Rundkolben bei Raumtemperatur am Rotavapor eingedampft und eine 
Std. bei einem Druck von 0,7-2,0 kPa nachgetrocknet. Es resultiert ein Lipidfilm an 
der Wand des Rundkolbens. 

240 pi Human-a-Interferon (6000000 I.E./ml) werden mit 2160 pi eines Inkubations- 
puffers (1,5 g Serumalbumin, 0,3 g NaH 2 P0 4 , 1,2 g Na 2 HP0 4 und 8,0 g NaCl pro 1 
Wasser; entsprechend einer 1:10 Verdunnung) verdunnt. 2 ml dieser Losung werden 
in den Rundkolben mit dem Lipidfilm gegeben und dieser Film mit Hilfe von 0,6 g 
Glaskugeln abgezogen. Es bildet sich eine Interferon-haltige Lipidsuspension mit 
multilamellaren Vesikeln, die in Portionen von 0,5 ml durch eine Polycarbonatmembran 



WO 9S/20379 



PCT/EP95/00175 



U 

mit einer Porenweite von 200 nm mit Hilfe eines Miniextruders extrudiert wird. Man 
erhalt eine Interferon-haltige oligolamellare Liposomensuspension. 

* 

Beispiel 6 

Zu 1970 /*1 zintT gemaB Beispiel 1,2,4 oder 5 hergesteUten Liposomensuspension 
werden 30 mg NatriumcarboxymethylceUulose (Tylopur C 300 P, eingetragenes 
Warenzeichen) zugesetzt und der AnsaU 6 Std. queUen gelassen. Es entsteht ein auf der 
Haut streichfahiges Gel. 

Beispiel 7 

Zu 1960 fil einer gemaB Beispiel 1,2,4 oder 5 hergesteUten Liposomensuspension 
werden 40 mg Hydroxyethylcellulose (Tylose H 300, eingetragenes Warenzeichen) 
zugesetzt und der Ansatz 6 Std. queUen gelassen. Es entsteht ein auf der Haut streich- 
fahiges Gel. 

Beispiel 8 

Zu 1750 fi\ einer gemaB Beispiel 1,2,4 oder 5 hergesteUten Liposomensuspension 
werden 250 mg Hydroxypropylmethylcellulose (Pharmacoat 606, eingetragenes 
Warenzeichen) zugesetzt und der Ansatz 12 Std. queUen gelassen. Es entsteht ein auf 
der Haut streichfahiges Gel. 

Beispiel 9 

Zu 1970 /xl einer gemaB Beispiel 1,2,4 oder 5 hergesteUten Liposomensuspension 
werden 30 mg Natriumalginat (Kelgin F, eingetragenes Warenzeichen) zugesetzt und 
der Ansatz 6 Std. queUen gelassen. Es entsteht ein auf der Haut streichfahiges Gel. 
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Beispiel 10 

Die Stabilitat der Liposomen wurde anhand ihres Interferongehaltes bestimmt. Die 
Liposomen wurden gemaB Beispiel 2 und 3 (Vergleichsbeispiel) hergestellt und an- 
schlieBend fur die angegebene Zeit bei 4 °C gelagert. Der Interferongehalt wurde uber 
ubliche Verfahren bestimmt. 

Tabell e 2 



Lagerzeit 


Beispiel 2 




Lagerzeit 


Beispiel 3 (Vergleii 


(Tage) 


Interferon 




(Tage) 


Interferon 




(I.U./ml) (%) 




(.I.U./ml) 


(%) 


0 


600000 


100 


0 


600000 


100 


3 


519419 


86,6 


2 


452207 


75,4 


6 


559241 


93,2 


6 


400011 


66,7 


11 


575890 


96,0 








18 


614076 


102,3 


16 


383082 


63,8 


25 


567961 


94,7 


30 


326904 


54,5 


34 


505472 


84,2 








52 


576860 


96,1 


42 


314071 


52,3 



Aus Tabelle 2 geht deutlich hervor, daB die erfindungsgemaBe Verwendung von PG als 
Ladungstrager das in den Liposomen verkapselte Interferon uber einen langeren Zeit- 
raum zu stabilisieren vermag als dies nach dem Stand der Technik (Beispiel 3) moglich 
ist. 



WO 95/20379 



PCT/EP95/00175 



1 6 

Pj^ntanspruche 

1. Liposomen enthaltend darin verkapselte Proteine, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Liposomen aus Phosphatidylcholin, Cholesterol, Phosphytidylglycerol und Tocophe- 
rolen in einem molaren Verhaltnis von 8-4 zu 5-3 zu 1,5-0,5 zu 0,01-0 bestehen. 

2. Liposomen gemafi Anspruch 1, bei denen das Verhaltnis der die Liposomen konstitu- 
lerenden Komponenten 6:4:1: 0,01 betragt. 

3. Liposomen gemafi einem der vorstehenden Anspriiche, bei denen das Phosphatidyl- 
glycerolderivat ein Mono- Oder Diester desselben mit einer gesattigten oder unge- 
sattigten C 12 -24-Fettsaure ist. 

4. Liposomen gemaB Anspruch 3, bei denen das Phosphatidylglycerolderivat dessen 
Myristoyl-, Stearoyl- oder Palmitoyldiester ist. 

5. Liposomen gemafi einem der Anspriiche 1 bis 4, bei denen das verkapselte Protein 
Oxytocin, Vasopressin, FSH, TSH, LH, ein Tumor Nekrosis Faktor, ein Gowth 
Faktor, ein Plattchen aktivierender Faktor, Streptokinase, Urokinase, Insulin, 
Calcitonin, Cyclosporin A, ein Interleukin oder Interferon ist. 

6. Liposomen gemafi Anspruch 5, bei denen das verkapselte Protein ein Interferon ist. 

7. Liposomen gemafi Anspruch 6, bei denen das verkapselte Protein a-Interferon ist. 

8. Liposomale Zubereitung enthaltend Liposomen gemafi einem der vorstehenden An- 
spriiche, welche in Form eines Gels vorliegt und bei der der GelbDdner ein 
Cellulosederivat oder ein Alginat ist. 
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9. Liposomale Zubereitung gemaB Anspruch 8, in der der Gelbildner Natriumcarboxy- 
methylceUulose, Hydroxyethylcellulose, Hydroxypropylcellulose, Hydroxypropyl- 
methylcellulose oder Natriumalginat ist. 

10. Liposomale Zubereitung enthaltend Liposomen gemaB einem der Anspruche 1 bis 
7, die in Form einer Losung vorliegt. 

11 /Zubereitung gemaB Anspruch 10, bei der die Losung isotonisiert und mit einem 
phanna2eutisch-geeigneten~PufferaufpH-774-eingesteUti^ 

12. Liposomale Zubereitung gemaB einem der Anspruche 10 und 11, die aseptisch 
zubereitet und durch eine Membranfiltration sterilisiert ist. 

13. Verfahren zur Herstellung von Liposomen, die darin verkapselte Proteine enthalten, 
welches die folgenden Schritte umfaBt: 

a) Losen von Phosphatidylcholin, Cholesterol, Phosphatidylglycerol und Tocopherol 
in einem Mengenverhaltnis von 8-4 zu 5-3 zu 1,5-0,5 zu 0,01-0 in einem 
geeigneten Losungsmittel; Abdampfen des Losungsmittels und Trocknen des 
Lipidfilms, und 

b) Zugabe des Proteins in einer pharmazeutisch geeigneten Losung, Ablosen der 
Liposomen mittels Glaskugeln und anschlieBender Membranextrusion der Lipo- 
somen. 

14. Verfahren gemaB Anspruch 13, in welchem das Mengenverhaltnis 6:4:1: 0,01 
betragt. 
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15. Verfahren gemaB einem der vorstehenden Anspruche 13 und 14, in dera das Phos- 
phatidylglycerolderivat ein Mono- oder Diesler desselben mit einer gesattigten oder 
ungesattigten C^-^-Fettsaure ist. 

16. Verfahren gemaB Anspruch 15, in dem das Phosphatidylglycerolderivat dessen 
Myristoyl-, Stearoyl- oder Palmitoyldiester ist. 

17". Verfahren gemaB einem der Anspruche 13 bis 16, in dem das verkapselte Protein 
Oxyto^ 

Faktor, ein Plattchen aktivierender Faktor, Streptokinase, Urokinase, Insulin, 
Calcitonin, Cyclosporin A, ein Interleukin oder Interferon ist. 

18. Verfahren gemaB Anspruch 17, in dem das verkapselte Protein ein Interferon ist. 

19. Verfahren gemaB Anspruch 18, in dem das verkapselte Protein cx-Interferon ist. 

20. Verfahren gemaB einem der vorstehenden Anspruche 13 bis 19, bei dem eine phar- 
mazeutische oder kosmetische Zubereitung in streichfahiger Form erhalten wird, 
indem die aus Schritt (b) erhaltenen Liposomen mittels bekannter Verfahren unter 
Verwendung bekannter Trager- und Hilfsstoffe in eine pharmazeutisch und kosme- 
tisch geeignete Form wie ein Gel, eine Creme oder eine Lotion uberfuhrt wird, 
wobei der Gelbildner ein Cellulosederivat oder ein Alginat ist. 

21. Verfahren gemaB Anspruch 20, bei dem der Gelbildner Natriumcarboxymethylcel- 
lulose, Hydroxyethylcellulose, Hydroxypropylcellulose, Hydroxypropylmethylcellu- 
lose oder Natriumalginat ist. 



22. Verfahren gemaB einem der vorstehenden Anspruche 13-19, bei dem eine pharma- 
zeutische Zubereitung erhalten wird, die in Form einer Losung vorliegt, indem die 
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aus Schritt (b) erhaltenen Liposomen mittels bekannter Verfahren unter Verwendung 
bekannter Trager- und Hilfsstoffe in eine Losung iiberfuhrt werden. 

23. Verfahren gemafl Anspruch 22, bei dem die Losung mit NaCl isotoniert und mil 
einem Puffer auf pH 7,4 eingestellt ist. 

24. Verfahren gemaJJ einem der Anspriiche 22 und 23, bei dem die pharmazeutische 
Zubereitung aseptisch zubereitet und durch eine Membranfiltration sterilisiert ist. 
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GEANDERTE ANSPRUCHE 
[beitn Internationalen Buro am 21- Juni 1995 (21.06.95); 
ursprungliche Anpruche 1-24 durch geanderte 
Anspruche 1-18 ersetzt (3 Seiten)] 

PaTrmansnruche 

1. Liposomen enthaitend darin verkapselte Proteine, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Liposomen aus Phosphatidylcholin, Cholesterol, Phosphytidylglycerol und Tocophe- 
rolen in einem molaren Verhaltnis von 6 zu 4 zu 1 zu 0,01 bestehen. 

2. Liposomen gemafi Anspruch 1, bei denen das Phosphatidylglycerolderivat ein Mono- 
oder Diester desselben mit einer gesatdgten oder ungesatrigten C, 2 . 2 4-Fensaure ist. 

3. Liposomen gemaB Anspruch 2, bei denen das Phosphatidylglycerolderivat dessen 
Myristoyl-, Stearoyl- oder PaJmitoyldiester ist. 

4. Liposomen gemaB einem der Anspruche 1 bis 3, bei denen das verkapselte Protein 
Oxytocin, Vasopressin, FSH, TSH, LH, ein Tumor Nekrosis Faktor, ein Growth 
Faktor, ein Plattchen aktivierender Faktor, Streptokinase, Urokinase, Insulin, 
Calcitonin, Cyclosporin A, ein Interleukin oder Interferon ist. 

5. Liposomale Zubereitung enthaitend Liposomen gemaB einem der vorstehenden An- 
spruche, welche in Form eines Gels vorliegt und bei der der Gelbildner ein 
Cellulosederivat oder ein AJginat ist. 

6. Liposomale Zubereitung gemaB Anspruch 5, in der der Gelbildner Natriumcarboxy- 
methylcellulose, Hydroxyethylcellulose, HydroxypropylceUulose, Hydroxypropyl- 
methylcellulose oder Natriumalginat ist. 

7. Liposomale Zubereitung enth.vtend Liposomen gemaB einem der Anspruche 1 bis 4, 
die in Form einer Losung vorliegt. 
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8. Zubereitung gemafi Anspruch 7, bei der die Losung isotonisiert und mit einem pbar- 
mazeutisch geeigneten Puffer auf pH 7,4 eingestellt ist. 

9. Liposomale Zubereitung gemafi einem der Anspruche 7 und 8, die aseptisch zube- 
reitet und durch eine Membranfiltration sterilisiert ist. 

10. Verfahren zur Herstellung von Liposomen, die darin verkapselte Proteine enthalten, 
welches die folgenden Schritte umfafit: 

a) Losen von Phosphatidylcbolin, Cholesterol, Phosphatidylglycerol und Tocopherol 
in einem Mengenverhaltnis von 6 zu 4 zu 1 zu 0,01 in einem geeigneten L6- 
sungsmittel, Abdampfen des Losungsmittels und Trocknen des Lipidfilms, und 

b) Zugabe des Proteins in einer pharmazeutisch geeigneten Losung, Ablosen der 
Liposomen mittels Glaskugeln und anschlieBender Membranextmsion der Lipo- 
somen. 

11. Verfahren gemafi Anspruch 10, in dem das Phosphatidylglycerolderivat ein Mono- 
oder Diester desselben mit einer gesattigten oder ungesattigten C 12 . 24 -Fettsaure ist. 

12. Verfahren gemafi Anspruch 11, in dem das Phosphatidylglycerolderivat dessen 
Myristoyl-, Stearoyl- oder Palmitoyldiester ist. 

13. Verfahren gemafi einem der Anspruche 10 bis 12, in dem das verkapselte Protein 
Oxytocin, Vasopressin, FSH, TSH, LH, ein Tumor Nekrosis Faktor, ein Growth 
Faktor, ein Plattchen aktivierender Faktor, Streptokinase, Urokinase, Insulin, 
Calcitonin, Cyclosporin A, ein Interleukin oder Interferon ist. 
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14. Verfahren gemaB einem der vorstehenden Anspriiche 10 bis 13, bei dem eine phar- 
mazeutische oder kosmetische Zubereitung in streichfahiger Form erhalten wird, 
indem die aus Schritt (b) erhaltenen Liposomen mtoels bekannter Verfahren unter 
Verwendung bekannter Trager- und Hilfsstoffe in eine phannazeutisch und kosme- 
tisch geeignete Form wie ein Gel, eine Creme oder eine Lotion uberfuhrt wird, 
wobei der Gelbildner ein Cellulosederivat oder ein Alginat ist. 

15. Verfahren gemaB Anspruch 14, bei dem der GelbUdner Natriumcarboxymethylcel- 
lulose, Hydroxyethylcellulose, Hyo^oxypropyireUmMeTHydroxypropylmethylceUu-- 
lose oder Natriumalginat ist. 

16. Verfahren gemaB einem der vorstehenden Anspriiche 10 bis 13, bei dem eine 
pharmazeutische Zubereitung erhalten wird, die in Form einer Ldsung vorliegt, 
indem die aus Schritt (b) erhaltenen Liposomen mittels bekannter Verfahren unter 
Verwendung bekannter Trager- und Hilfsstoffe in eine Losung uberfuhrt werden. 

17. Verfahren gemaB Anspruch 16, bei dem die Losung mit NaCl isotoniert und mit 
einem Puffer auf pH 7,4 eingestellt ist. 

18. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 16 und 17, bei dem die pharmazeutische 
Zubereitung aseptisch zubereitet und durch eine Membranfiltration sterilisiert ist. 
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